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LA PRESENTE PATENTE DE INVENCION TIENE POR OBJETO PRINCIPAL UN 
PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE ERTTROPOYETINA HUMANA 
RECOMBINANTE A PARTIR DE SOBRENAD ANTES DE CULTTVO DE CELULAS 

A pesar que existe gran cantidad de informacion referida a la produccion de Eritropoyetina 
recombinante humana (EPO), no se ha descripto ningun metodo que lleve a la purificacion de 
EPO apta para su utilizacion en humanos, con una pureza mayor al 99 % y con ausencia de 
contaminantes como: a) material agregado, b) degradados, c) proteinas espureas y 5 d) 
proteasas. Una pureza menor del 99 % o la presencia de cualquiera de los contaminantes 
mencionados puede ser toxico para el ser humano. 

La mayor parte de los sistemas conocidos llevan a obtener material de calidad suficiente, en 
el mejor de los casos, para uso in vitro, pero no para inyeccion en humanos. 
Adicionalmente, muchos de los metodos publicados son imposibles de reproducir, o de utilizar 
a escala industrial, o tienen bajisima recuperacion o todo.ello al mismo tiempo. 

Novedad de? invento - objeto principal de la patenle 

EI novedoso metodo de la ihvencion describe en detalle un sistema de purificacion de EPO 
con el que se logra una alta recuperacion, con gran pureza y calidad del producto obtenido. en 
modo que este puede ser utilizado sin posteriores tratamientos de purificacion, para formular 
compuestos farmaceuticos de uso en medicina humana, por ejemplo como inyectables. 

El procedimiento de purificacion rei vindicado en la presente patente de invencion. incluye una 
serie de pasos concatenados (micro y ultrafiltraciones, cromatografias liquidas, 
precipitaciones, etc.)> y que deben rendir una molecuia con un alto grado de pureza. Esta 



molecula debe estar libre de proteasas y de variantes moleculares no deseadas (agregad^^ 
degradados, moleculas de punto isoelectrico diferentes del esperado, etc.). 

La invention reivindicada describe un procedimiento para la purification a escala industrial 
de EPO apta para uso en humanos. 

El procedimiento para la purification de Eritropoyetina humana recombinante se realiza a 
partir de sobrenadantes de cultivo de celulas, y se destaca porque no se utilizan pasos de 
HPLC. 

La EPO obtenida mediante el procedimiento reivindicado tiene mas del 99 % de pureza. 

El procedimiento.se destaca ademas porque no somete a la EPO a condiciones extremas de 
temperatura o exposition a solventes organicos o inorganicos que pueden resultar agresivos 
para la proteina. 

EI procedimiento conlleva pasos de purification que incluyen precipitaciones diferenciales 5 
interaction hidrofobica, intercambio anionico, intercambio cationico y exclusion molecular 

La EPO que se obtiene siguiendo el procedimiento de la presente patente de invencion puede 
ser utilizada directamente en formulaciones farmaceuticas para su uso en humanos. La EPO 
obtenida es una proteina heterogenea conformada por no menos de 5 y no mas de'8 isoformas 
de punto isoelectrico comprendido entre 3,0 y 4,5 y que posee una actividad bioiogica medida 
in vivo de no menos de 100.000 Unidades Intemacionales/mg de proteina. 



El procedimiento lleva a obtener EPO libre de material degradado y/o agregados, asi co 
proteasas. 

EJEMPLO 1. 

Etapa 1. Recuperacion (Clarificacion) 

En 30 litros de concentrado esteril proveniente de sobrenadantes de cultivo de celulas 
productoras de EPO se disuelven 7920 gramos de Sulfato de Amonio y la solucionse mantiene 
a 4 °C durante 24 h.Varias proteinas contaminantes precipitan mientras la EPO permanece en 
solucion. El producto es centrifugado a 5000 RPM. en una centrifuga marca Sorvall, 
utilizando un rotor HG4L. 

Etapa 2. Cromatografia de Interaction Hidrofobica 

El material proveniente del paso anterior es cromatografiado utilizando una matriz de 
Interaccion Hidrofobica ( Phenyl Sepharose 6 Fast Flow low sub.- Pharmacia) de acuerdo a: 
Equipamiento 
Pre-Columna: 

-Diametro: 10 cm 

-Altura de Lecho: 25 cm 

-Matriz: 

-Q-Sepharose Big Bead. (Pharmacia) 
-Volumen : 2000 ml 

Columna: 

-Diametro: 20 cm 



-Matriz: 

-Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow low sub. (Pharmacia) 
-Volunien: 4000 ml 
Soluciones y buffers 

-Buffer A: NaH 2 P0 4 anh. 10 mM : pH 7.2 
-Buffer F:NaH,P0 4 anh. 1 0 mM ? (NH 4 ) 2 SO, 1 .8 M, pH 7.2 
-Buffer G: NaH 2 P0 4 anh. 150 mM ? pH 7.2 
-Isopropanol 30 % 
-NaOH0.5N 
Material a Cromatografiar 

Material: Sobrenadante de Sulfato de Amonio, proveniente del ejemplo 1. 
Condiciones de la Muestra : 
-Volumen: 10.000 ml 

-Masa proteica total (Bradford): 20-40 gramos 
-Concentracion aproximada (Bradford): 2.0-4.0 mg/ml 
-Conductividad: 190-210 mSi/cm 
-pH: 7.2 

Sanifizacion y EquiKbrado de la precotumna (*) 

Para equiiibrai* la precolumna se procede a pasar por la misma ; en forma secuenciai 
las siguientes soluciones o buffers en las cantidades que se detallan a continuacion: 1 .0 vc (2 
iitros) de Agua; 1 .0 vc (2 litros) de NaOH Q.5N ; 1 .0 vc (2 litres) de Buffer G y finalmente 1.5 
vc (3 litros) de Buffer F % 

Sanftizacion y EquiiEbrado de la columna (*) 

Para equilibrar la columna se procede a pasar por la misma, en forma secuenciai las siguientes 



soluciones o buffers en las cantidades que se detallan a continuation: 1 .0 vc (4 litros) de Agua; 
1.0 vc (4 litros) de Isopropanol 30%\ 1.0 vc (4 litros) de Agua, 1.0 vc (4 litros) de NaOH 
0.5N\ 1.0 vc (4 litros) de Agua ;-1.0 vc (4 litros) de Buffer G y finalmente 1.5 vc (6 litros) de 
Buffer F 

Condiciones de corrida 

Una vez equilibradas la precolumna y la columna, se conectan la segunda a continuation de 
la primera y se procede a sembrar el material a cromatografiar. Dicha siembra se realiza a una 
temperatura de 4 °C con un flujo de 100 ml/min (24 cm/hora). A continuation se realiza la 
elucion al mismo flujo pero a temperatura ambiente, haciendo pasar las siguientes soluciones 
y buffers en el orden y cantidades detallados a continuation: 2.5 vc (10 litros) de Buffer J 7 , 
(pasado este buffer se retira la precolumna). Una vez retirada la precolumna la corrida 
cromatografica se sigue realizando sobre la columna de Phenyl Sepharose sobre la cual se 
realiza un gradiente de Buffer F-BufferA partiendo de una proportion 85: J 5 de dichos buffer 
hasta llegar a una relation 50:50 de los mismos en un volumen total de 10 vc (40 litros). 
Terminado el gradiente se pasan 1 :5 vc (6 litros) de Buffer F-BufferA en una proportion 30: 70 
y finalmente 1 .5 vc (6 litros) de Agua 

Las fracciones seleccionadas, conteniendo eritropoyetina son esterilizadas por filtration a 
traves de una membrana con poros de 0,22 \xm y se conservan a 4 °C. 
(*) vc significa voiumen de columna 

Etapa 3. Concentration y Diafiltracion 

Las fracciones provenientes de la etapa 2 son concentradas y diafiltradas de acuerdo a las 

condiciones que se detallan a continuation. 

Equipamiento 

Bomba peristdliicc : Watson Mario w - Cat. N° 302S 
Tubuladura : Masterflex - Cat. N° 06402-18 




Concentrator : Prep Scale Millipore CDU F006LC 
Soluciones y buffers 

-Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 mM 

-Triton X- 100 ImM 

-NaOHO.lN 

-Agua 

-Buffer A : NaH 2 P0 4 anh. 10 mM, pH 7.2 
Material a Procesar 

Material : Fracciones seleccionadas provenientes de la etapa 2. 
Condiciones de la Muestra : 

Volumen: 7000-10000 ml 

Conductividad: 170-130 mSi/cm 

pH: 7.2 
Procedimiento 

En primer lugar se procede a la limpieza, sanitizacion y equilibracion del equipo haciendo 
pasar por el mismo la siguiente secuencia de soluciones y buffers: 10 litros de SDS 10 mM; 
40 litros deAgua; 10 litros de Triton X- 1 00 1 mM, 40 litros deAgua; 10 litros de NaOHO.lN; 
40 litros de Agua y finalmente 5 litros de Buffer A. De esta forma el equipo queda en 
condiciones de ser utilizado para realizar el proceso de concentracion y diafiltracion contra 
Buffer A de las fracciones seleccionadas, de acuerdo a la metodologia corriente. 
Condicion final de concentracion 
Volumes final de concentrado: 2.000 ml 
Diafiltrado contra: Buffer A. 
Conductividad: 1 1 00- 1 550 piSi/cm 
pH: 1.2 



"folio" 




Etapa 4. Cromatografia de intercambio anionico. 

El material proveniente del paso anterior es cromatografiado utilizando una matriz de 

Intercambio anionico de acuerdo a: 

Equipamiento 

Columna: 

-Diametro: 10 cm 

-Altura de Lecho: 25 cm 

-Matriz 

-Q-Sepharose Fast Flow. (Pharmacia) 

-Volumen: 2000 ml 
Soluciones y buffers 

-Buffer A: NaH 2 P0 4 anh. 10 mM, pH 7.2 

-Buffer G: NaH 2 P0 4 anh. 1 50 mM, pH 7.2 

-Buffer N: Ac. Acetico 50 mM, CINa 500 mM, pH 4.0 

-Buffer S: Ac. Acetico 50 mM, pH 4.0 

-NaOH 0.5 N 

Material a Cromatografiar 

Material: Fracciones seleccionadas de Ihteraccion Hidrofobica, concentradas y diafiltradas. 
Condiciones de la Muestra: 
-Volumen: 2.000 ml 

-Masa proteica total (Bradford): 8.0-3 0 gramos 
-Concentracion aproximada (Bradford): 4.0-5.0 mg/mi 
-Conductividad: 1100-1550 jiSi/cm 
-pH : 7.2 



Sanitizacion v Equilibrado de la columna (*) 




Para equilibrar la columna se procede a pasar por la misma, en forma secuencial las siguientes 
soluciones o buffers en las cantidades que se detallan a continuacion: 1 .0 vc (2 litros) de Agua: 
1 .0 vc (2 litros) de NaOH 0. 5N; 1 .0 vc (2 litros) de buffer N; 2.0 vc (4 litros) de Buffer S; 3 .0 
vc (6 litros) de Buffer G; y finalmente 2.0 vc (4 litros) de Buffer A 
Condiciones de corrida (*) 

Una vez equilibrada la columna se procede a sembrar el material a cromatografiar. Dicha 
siembra se realiza a temperature ambiente a un flujo de 100 ml/min (76 cm/hora). A 
continuacion se realiza la elucion al mismo flujo y temperature, haciendo pasar las siguientes 
soluciones y buffers en el orden y cantidades detallados a continuacion: 1.0 vc (2 litros) de 
Buffer A y 4.0 vc (8 litros) de Buffer S. A continuacion se realiza un gradiente de Buffer S- 
Buffer N partiendo de una proportion 100:0 de dichos buffer hasta llegar a una relation 50:50 
de los mismos en un voiumen total de 1.5 vc (3 litros). Terminado el gradiente se pasan 1.5 
vc (3 litros) de Buffer N. Las fracciones seleccionadas, conteniendo eritropoyetina son 
esterilizadas por filtration a traves de una membrana con poros de 0,22 urn y se conservan a 
4°C. 

(*) vc significa voiumen de columna 

Etapa 5. Croniatografia de intercambio cationico. 

El material provenienle de la etapa 4 es cromatografiado utilizando una matriz de Intercambio 

cationico de acuerdo a: 

Equipamiento 

Columna: 

-Diametro: 1 0 cm 

-Altura de Lecho: 25 cm 

-Matriz: 




-Volumen : 2000 ml 



Soluciones v buffers .. 

-Buffer D: Na 2 HP0 4 .12H 2 0 12.5 mM, Ac. Cftrico.H 2 0 4 mM, pH 6.0 

-Buffer E: Na 2 HP0 4 .12H 2 0 12.5 mM, Ac. Citrico.H 2 0 4 mM, CINa 0.5M , pH 6.0 

-NaOH 0.5 N 

Material a Cromatografiar 

Material: Fraccion seleccionada en la etapa 4 ajustada a pH 6.0 con NaOH cc. y diluida hasta 
conductividad 4800 (iS/cm (conductividad igual a Buffer D-Buffer E 93.5:6.5) 
Condiciones de la Muestra: 
-Volumen: 5.000 ml 

-Masa proteica total (Bradford): 4.5-5.5 gramos 
-Concentracion aproximada (Bradford): 0.9-1.1 mg/ml 

-Conductividad : 4800 |iS/cm (Igual a Buffer D-Buffer Eenun aproporcion 93.5:6.5) 
-pH: 6.0 

Sanitizacion y Equslibrado de la coiumna (*) 

Para equiiibrar la coiumna se procede a pasar por la misma. en forma secuencial las siguientes 
soluciones o buffers en las cantidades que se detallan a continuacion: 1 .0 vc (2 litres) dcAgua; 
1 .0 vc (2 litres) de NaOH 0.5N; 1 .0 vc (2 litros) de BufferE y finalmente i .5 vc (3 litros) de 
Buffer D-Bujfer E en una proportion 93.5:6.5 

Condiciones de corrida (*) 

Una vez equilibrada la coiumna se procede a sembrar el material a cromatografiar. Dicha 
siembra se realiza a temperatura ambiente a un flujo de 100 ml/min (76 cm/hora). A 
continuacion se realiza ia elucion a! mismo flujo y temperatura, haciendo pasar las siguientes 




soluciones y buffers en el orden y cantidades detallados a continuation: 1.5 vc (3 
Buffer D-Buffer £enun aproporcion 93.5:6.5. A continuacion se realiza un gradiente de 
Buffer D-Buffer E partiendo de una proportion 93.5:6.5 de dichos buffer hasta Uegar a una 
relation 50:50 de los mismos en un volumen total de 2.0 vc (4 litros). Terminado el gradiente 
se pasan 1 .5 vc (3 litros) de Buffer E. Las fracciones seleccionadas, conteniendo eritropoyetina 
son esterilizadas por filtration a traves de una membrana con poros de 0 ; 22 pm y se conservan 



a 4 °C. 

4 

(*) vc significa volumen de columna 



Etapa 6. Concentration y Diafiltracion 

Las fracciones provenientes del paso anterior son concentradas y diafiltradas de acuerdo al 
procedimiento que sigue. 

Equipamiento 

Bomba peristaltica: Watson Marlow - Cat. N° 302S 
Tubuladura: Masterflex - Cat. N° 06402-18 
Concentrador: Prep Scale Millipore CDU F002LC 
Soluciones v buffers 

-Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10 mM 

-Triton X- 100 ImM 

-NaOH 0.1N 

-Agua 

-Buffer B : NaH 2 P0 4 anh. 1 0 mM, CINa 0.5 M, Lactosa 0.05 mg/ml ? pH 7.2 
Material a Procesar 

Materia!: Fracciones seleccionadas en la etapa 5. 
Condiciones de la Muestra: 




-Volumen: 8000 ml 

-Masa proteica total (Bradford): 3.5-4.5 gramos 
-Concentracion aproximada (Bradford): 0.4-0.6 mg/ml 
-Conductividad: 5000-8000 jiSi/cm 
— pH: 6.0 
Procedimiento 

En primer lugar se procede a la limpieza, sanitizacion y equilibracion del equipo haciendo 
pasar por el mismo la siguiente secuencia de soluciones y buffers: 10 litros de SDS 10 mM; 
40 litros deAgua; 10 litros de Triton X- J 00 1 mM, 40 litros deAgua; 10 litros de NaOHOAN: 
40 litros de Agua y finalmente 5 litros de Buffer B. De esta forma el equipo queda en 
condiciones de ser utilizado para realizar el proceso de concentracion y diafiltracion contra 
Buffer B de las fracciones seleccionadas, de acuerdo a la metodologia corriente. 

Condicion final de concentracion 
Volumen final de concentrado: 400 ml 
Diafiltrado contra: Buffer B. 
Conductividad: 15500-19000 uSi/crn 
pH: 7.2 

Conservation: a 4°C. 

Etapa 7. Cromatografia de exclusion molecular 

El material proveniente del paso anterior es cromatografiado utiiizando una matriz de 
exclusion molecular de acuerdo a: 
Equipamiento 
Column a: 





Matriz: 

-Sephacryl S-200 HP (Pharmacia) 
-Volumen: 6000 ml 
Soluciones y buffers 

, -Buffer B: NaH 2 P0 4 anh. 1 0 mM, CINa 0. 1 5 M, Lactosa 0.05 mg/mh pH 7.2 
-NaOH 0.5 N 
Material a Cromatografiar 

Material: Fracciones seleccionadas en la etapa 6 concentradas. 
Condiciones de la Muestra: 
-Volumen: 400 ml 

-Masa proteica total (Bradford): 3.5-4.5 gramos 
-Concentration aproximada (Bradford): 8.5-1 1 mg/mi 
-Conductividad: 15500-19000 (iSi/cm 
-pK: 7.2 

Sanitizacion v Equigibrario de la columna (*) 

Para equilibrar ia columna se procede a pasar por la misma, en forma secuenciai las siguientes 
soluciones o buffers en las cantidaces que se detail an a continuation: 1.0 vc (6 iitros) dzAgua: 
1.5 vc (9 litros) de NaOH G.5N y finalmente 3.0 vc (18 Iitros) de Buffer B. 

Condiciones de corrida (*) 

Una vez equilibrada la columna se procede a semhrar 1 00 ml del material a cromatografiar. 
Dicha siembra se realiza a temperatura ambiente a un flujo de 35 ml/min (27 cm/hora). A 
continuacion se realiza la elucion al mismo flujo y temperatura, haciendo pasar 0.75 vc (4.5 




litros) de Buffer B. Este procedimiento se repite 4 veces, es decir, hasta finalizar el 
a cromatografiar. Las fracciones seleccionadas, conteniendo eritropoyetina son esterilizadas 
por filtration a traves de una membrana con poros de 0,22 um y se conservan a 4 °C. 
(*) vc significa volumen de columna 
nifica volumen de columna. 

En este paso concluye el proceso de purification obteniendose eritropoyetina humana 
recombinante con un grado de pureza superior al 99 % y con rendimiento global del proceso 
aproximado al 30 %. 

La EPO obtenida en el presente ejemplo fue sometida a diferentes estudios identificatorios y 
que prueban su calidad. 

1 . En un gel desnaturalizante SDS-PAGE corrio como una banda ancha de mas de 30 
kDa de peso molecular. 

2. Esa banda fue reconocida por un anticuerpo monoclonal asi como por un anticuerpo 
policlonal contra Epo humana en un ensayo "Western blot". 

3. El tratamiento con glicanasas probo la existencia de las cadenas glicosi'dicas en 
cantidad y peso molecular acorde a lo esperado. 

4. La EPO producica mostro estar compuesta por una serie. de especies de punto 
isoelectrico comprendido entre 3,0 y 4,5 



5. La secuenciacion completa de aminoacidos de la proteina aislada y purificad; 




partir del sobrenadante de cultivo de las Kneas celulares transfectadl 
homologia con la eritropoyetina humana natural que posee la siguiente secuencia de 
1 65 aminoacidos. 



NH,- Ala Pro 



Pro Arg Leu He Cv: 



vs Asp Ser Arg Val Leu 



Glu Arg 



Tyr Leu Leu Glu Ala Ly 



s Glu Ala Glu Asn 



He Thr Thr Gly Cys Ala Glu Hys Cys S 



er Leu Asn 



Glu Asn He Thr Val 



Pro Asp Thr Lys. Val 



Asn Phe 



Tyr Ala Trp Lys Arg Met 



Glu Val Gly Gin Gin 



Ala 



Val Glu Val Trp Gin Giy Leu Ala Leu Leu Ser Glu 



Ala Val 



Leu Arg Giy Gin Ala Leu Leu Val 



Asn Ser 



Ser Gin Pro irp Glu Pro Leu Gin Leu 



Hys Val Asp 



Lys Ala Val Ser Gly Leu A: 



rg Ser Leu Thr ' Thr 



Leu 



Leu Arg Ala L 



eu Gly Ala Gin Lys Glu AJ 



a He Ser 



Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val 



Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr 
Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp — COOH 
X sitios de glicosilacion 

6. La presencia de los cuatro sitios de glicosilacion sobre la cadena de 165 aminoacidos 
asf como la estructura compleja de hidratos de carbono, fundamentalmente los residuos 
de acido sialico terminates, fueron demostrados conjuntamente con su correcta actividad 
biologica in vivo, en el modelo de ensayo del raton policitemico ex-hipoxico ; exhibiendo 
total paralelismo frente al estandar internacional correspondiente. 



Habiendo descripto y ejemplificado la naturaleza y objeto principal Se la presente 
invencion, asi como tambien la manera en que la misma se puede llevar a la practica, se 
declara reivindicar como de propiedad y de derechos exclusivos: 

1 •- UN PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE ERITROPO YETINA 
HUMANA RECOMBINANTE A PARTIR DE : SOBRENADANTES DE 
CULTIVO DE CELULAS caracterizado por incluir la siguiente sucesion de 
etapas: 

Sc.. 

1,- -Realizar una recuperation de EPO mediante una precipitacfbn diferencial. 

cli,-.2.--:-."::^ Realizar una cromatografia por interaccion hidrofobica. J 

±^ 

-i • 
■j.- Acondicionar el material mediante concentration y diafilMcion. 

ST 

4. r ^ Realizar una cromatografia por intercambio anionico. m 

W 

Realizar una cromatografia por intercambio cationico. ^ 



2^- 



v6;- .'.i.- ^ Acondicionar el material mediante concentracion y diafiliacion 

it' 

:-7;^u:l-: Realizar una cromatografia de exclusion molecular. 



2;^oien:ERITROPOYETINA obtenidaf^f^l pro^Mentoiindicado en § caracterizado 
• :~ -rporq.ue.la EPO obtenida tiene mas del 99% de pureza. 





RESUMEN 



La presente invention se refiere a un metodo altamente eficiente, caracterizado por su 
reproducibilidad, alto rendimiento y susceptibilidad de aplicacion industrial para la 
obtencion de EPO. 

El procedimiento incluye una secuencia especificamente disefiada que incluye 

precipitation diferencial, cromatografia liquida de interaccion hidrofobica, intercambio 

aniohico, intercambio cationico y de exclusion molecular. 

Se brinda informacion analitica que avala la calidad de la EPO obtenida. 

La EPO de akisima pureza queda finalmente en un buffer de composicion definida, lo que 

permite su posterior formulacion farmaceutica. 



